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(54) Tide: BLOOD SUBSTITUTE SUPPRESSION BY PEROXIDES 

(54) Bezeicbnung: BLUTERSATZMnTEL-ENTSTORUNG DURCH PEROXIDE 

(57) Abstract 

The invention relates to a process for removal and/or reduction of disorders which arc caused by the presence of tree haemoglobin 
while determining an analyte in a sample by optical measurement. One or a plurality of peroxide compounds are added to the analytical 
reagent or a pan thereof before measurement. The invention also relates to a reagent kit which contains at least one peroxide compound. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betriftt ein Vcrfahren zur Bcseitigung oder/und Verminderung von Storungen, die durch Anweseiiheit von freiem 
Hamoglobin hervorgerufen werden, bei der Bestimmung eines Analyten in einer Probe durch optische Messung, wobei man dem 
Analysenreagenz oder einem Teil davon vor der Messung eine oder mehrere peroxidische Verbindungen zusetzt Weiterhin wird ein 
Reagenzienkit offenbart, der mindestens eine peroxidische Verbindung enthalt. 
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Bluteraatadtfl-Sntstomig durch Peroxide 

Beschreibung 

' Die Srfindung betr.fft ein Verfahren zur Bestiyung eines 
Analytan in einer freies Hamoglobin enthaltenden Probe durch 
optische Messung unter Zusatz eines Au£hell,nittels «"^~ 
sLreagenz. Insbesondere ist dieses Verfahren zur Besting 

u von Bestandteilen einar medizinischen Probe wie etva der Para- 
m eter ,-A.nyUse. Alkalische Phosphatase und ,-Gluca.yl-Trans- 
ferase in einer Blue-. Serum- oder Plasmaprobe geexgnet. 

Gerada bei der Bestimmung Winiscn-diagnostisch relevanter 
„ Bestandtaile in Slut-. Serum- bzw. Piasmaproben M es h»u- 
£ig vor, daG diese Probenmaterialien freias Hamoglobin enthal- 
ten. d.n. hamoiytisch sind. Dabei kann die Hamoiyse entveder 
die Folge von aus Erythrozyten f reigesetztem native* Hamoglo 
ol n Oder dar therapeutischen Anwendung von Blutersatzmitteln 
auf Basis nichtzellularer Hamoglobinderivate ..in. 



20 



Spaziell bei verwendung von photo-etrischer Besti^ungsmetho- 
der. ist in vielen FaHen die Anaiyse solcher Hemoglobin ent- 
haltender Prober, i. wesentiichen aufgrund dar spektralen Ei- 

« genschaften von Hamogiobin bzw. Hamoglobinderivaten gestort 
oder ganziich unmogiicn. Dies gilt insbasondera dann wenn die 
photcltrische Messung -it ainer weUeniinge 
„ird. bei der aine starlce Absorption von Hamoglobi -""^ 
dat beispialswaisa bei Walleniangen zwischen oa. 400 420 nm 

,„ und „eL gleichzeitig ein noher Hamogiobingehalt in der Probe, 
d.h. ublicherweise > 500 mg/dl vorliegt. 

Die Frage nach der Beseitigung solcher durch Hamolysa verur- 
chte^Anaiysenstarungen staiit sich .it < 

Basis von Hamoglobinderivaten in 
JS von Blutersatzmxtteln auf ^Basis a therap eutischen 

weitaus starkerem Mafce als bisher. Nach ihrer therap 

or, ^ slut-Serum oder -Plasma Hamoglobm- 
Verabreichung konnen im Blue berum 
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Sp-gel von bis 2U ca. 2000 m g/dl auftreten. wobei erschwerend 

£.1- Hamoglobin in der Probe auch nicht durch geeignete 
VorsichtsmaSnahmen bei der Serum h,„ 3eeignete 
s der Blui-n^K / Plasma-Gewinnung aus 

aer Blutprobe verraeiden laSt. 

Es be stehc daher ein Bedarf „ e . nen 

™ Start ^^pieuweise Blu ! 

bZ "' P1 — "°™gs £ rei pnotoL 

durchf h BeStl ™" Un9en ««i-9««i«h wtchtiger Analyten 
durchfuhren zu k6nnen. >"yten 

Za2 T " ^ BeSeiti9Un ^ ° d «""d Venninderung von sta- 
ge ! en j durch Anwesenheit von t reie m „a TO9l obin hervor- 
ProbeH T b " BeSti — 9 •*«-• analyten in einer 

* TlZ ° pcische Messung ' wobei - dem £fa die 

dee Analyten verwendeten Reagenz oder einem Teil davon ein! 
» Oder „,ehrere peroxidische Verbindungen zusetzt. 

tech den erf indungsgemaEen Zusatz von peroxidischen Verbin- 
dungen zun Anaiysereagenz oder einem oder .ehreren TeUreagen- 
~en konnen einerseits spektrale storungen durch das in der 
Lin V ° rh h andene Oeseitigt werden. Andererseits 

IZZ aUCh u S "™ 9e " ~, die durch Wechselwir- 

*ungen von Ha^obin .it in der Probe vorhandenen weiteren 
Substanzen auftreten. 

" Hi TT' " elCheS Pr ° be 2U9eset - ■«» - flussi- 

ger oder fester Form vorliegen. Fur Analytbestinnnungen. die in 
lussxger Phase durchgefuhrt werden. wird ™an vorzugsweise der 

ann da'l ^ £laSSi9SS Bei Trockentests 

>. £L 961,2 abSr aUCh ln JeS " r For "' - = ■ in For. von 

» impragnierten Fasern oder vliesen vorliegen. 

Als peroxidische Substanzen ko™,en sowohl anorganische als 
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auch organiS c, ^ in «... -r;:::::::: 

^r^"«. p-roxi^ Verbindungen -s^^s 

a-iq h O und Perboraten wie etwa NaBOj x 
5 der Gruppe bestehend aas H 2 u 2 una 

H 2 0 2 x 3H,0 bzw. Na,B,0, x H 2 0 2 x 9H 2 0. 

r^roxidischen Verbindungen itn Test- 
Die Endkonzentration der peroxidisch ^ 

. 2 00 mnol/1 bezogen auf den Gehalt an 0 2 

0 . . n Zusa -, D ..oxidischer Verbindungen konur.t es nach dem 
Durcn den Zusa„- p~u* P iner raschen 

ver m ,schen der Probe .it dem ^""^""^ hervor - 
15 Aus bleichung der v« Ha.oglobin bzw. ^^^^ 
gerufenen Farbung, ohne da* gle.chzext.g exne sxch 

■ anS chlieSende Bestimmung des Analyten wie z.b 

Reaktionsansacz anschlietten sign ifikant beein- 

eines Enzytns r.ittels chromogener Substrate sxg 

• ■ h Dieser Befund ist sehr uberraschend, da kex 
trachtigt wira. Dieser Berun ^ per0 xidische Ver- 

20 nesfalls vorhergesehen werden konnte , daS jero ^ 

■u , n hoheren Konzentrationen sowie innern* 
bindungen auch -n hoheren plasmaanalysen ublicherweise 

£ur photometriscne Serum bzw. aUgemeinen von 25 - 

verwendeten Temper.curcer.ichs. d.h. im . ^ 
„. C . auch Uber 21 ne latere <»er <Z»- 

„ weise *ber mindes.ens 1 min und ™ en.ymati- 

descens 2 - .0 -in l.i—9 kern. mgen Indilta . 

schen Aktivitacen und/oder eine storung der ,eweil 
torreaktion verursachen. 

„ Das errindungsgemaSe Ver.anren ^^^ZZ 
optische M es S ungen. - svn.he- 
durchgefuhrc werden. bei der nativ . .„ n Besonders 

ci s=he Hamogiobrnderivace eine fcbsorpt.o- den 
bevorzugt wird das Ver £ anren bei ^^.'^ b .. <mto 
„ Mefcwellenlangenbereich.n von etwa 360-45 nm 

von 400 - 420 nm oder/und 520-590 nm durcngeruhrt , 
bin seine Haupt- b». Nebenabsorptionen aufweist. 
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Das erfindungsgemafie Verfahren eianvr e < u 

spie^e f^soTh /k frei6S vorli. gt . Bei- 

oLr Plasma 1 h - ol Vtische Blu t -, Seru m - 

9 ::r ~ - g , 

Births' R - M WlnSl °"' K-O-Vandsgriff, M.Inta g l iecta (Hr „ , 
Birkhauser. Boston 1995 und EP-A-0700 997, 9 

is ' • 

vit^L b h r; d r :: ™rr orm des — -~ 

geeignee. arfahren * Uch 2ur Besti mui , g enderer Analyten 

Als Probe beim erf indungsqemaSen v e w==v, 
»■ eine TO di 2i „ isch e Probe z B e Tne / lut S T™ 9 " 1 " 
Probe eingesetzt i n , h .. ■ ' S " rUm " ° dsr E ' lasma - 

probe. " SteSOn ° 5re elne ta —» serum- oder Plasna- 

, si: ht be :: n r d r e dar rCeil « fio *»«— « V« £a hren S be- 

-rden "nn ' 2 B einem ^—"n durehgefuhrt 

m^^.- 1 "- B ° eh — —./Hitachi **- 

» i b m e r f 2 T en AUSfataUn ^ £ °- »-d die Besting de s 

Tb .I. r v «^hre„ als Mehr-Schritt-Test. 

* ; B. als Zww-schritt-Test durohgefuhrt . wobei der Probe naoh 
emander mindestens zwei T .n~. • 

ns zwei Teilreagenzien zu unterschiedlichen 
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Testfuhrungwerdeno.e peroxide ^ ^ 

Z . B . i™ Falle einer Enzymbestimmung ein chromogenes 
strat enthalten kann. 

Mehr-Schritt-Tescfuhrung die peroxidlschen 

wenn bei einer Mehr Scnrltt Teilre agenz zugesetzt 

„ Verbindungen zusa^en .it .«« der „! iceren 

„erden, k*nnen d*s -™tri r^ entbaicen. 

Teiireagenzien dann «^^ 1 ^. tlI-Ild « l uberscnussi- 

m ic den, die aus dem erscen TeUreagen ^ 

gen peroxidischen Verbindungen wxede, 
„ etwaigen starungen von anderen x. gl"=* sogenannce n 

anschlieBend durchgeEuhrten Rnalysen aufgrund 

Verschleppungseffekten zu vermeiden. 

Warden axs Peroxide H,0, oder/und '"^t^ 
unfaBt das Nittel zur Entfemung der ec „ a Kata . 

g en vorzugsweise ^"^""^"^3^ .it .1— 

lase oder/und Peroxidase gegebenenf alls • 

Oder mehreren geeigneten Substraten des Peroxid 
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„ einem Teilreagenz 

weiterhin *ann de. Analysenreagenz ^V^^bI^ 0,' 
davon zur Vermeidung der Bildung von Superoxxd 
noch superoxiddismutase zugesetzt werden. 

D urcb das err indungsge.afce Verrahren ^ 
.en eine WiederEindung ^^^L 1» * « 
hamolytischen Proben von 100 t die Ausbleic hung 

erreicht werden. wenn zu. erscen «' S2e " P ^ C peroxid ischen 
von «.oglobin Oder ^^^^^ Oder 
„ verbindungen i. wesentlichen vons.and g ^^^^ 

zum Stillstand gekonunen x.i. 1st da9 ^ ge kom.en, was 

2U Beginn der Messung noch nioht zu. Stillstand g 
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Z 9 TT K U h ° hSn "^in-Konzentration 

lenz vT Und/0d6r ^"^ W-n Probe- zu 

Erre.chen der gewunschten Analysengenauigkei,: bevorzugt noch 
^ u~T r T rrektUr "^tort werden. Siese Leerltkor- 
* Lai "Vf' 1 "" 1 " dadu - h ** man von dem 

Keagenz erhalten w lrd , das Leerwertstgna! abzieht. welches im 
^c , M2sit ln einem paraluien Testansatz » 

erhaiLn 9Cn ' ^ cl -™ £r eien Keagenz 

ur du" h T' B h eS ° nd " S beVOr2U9t erf0lSC diS keerwertkorrek- 
tur duroh Abziehen ernes kinetischen Leerwerts. 

Bei einem Zwei -Schritt -Test prf^i^ ^- 
•s werts erfolgc die Bestinmung des Leer- 

- S wer s vorzugsweise derart, daE ein peroxidhaUiges erstes 
Teilreagenz < R1) . vorzugsweise ein Reagenz m it gljLer IT 
^dkonzentration „ ie i m Testansatz, und naohfolgend ein chro- 
zwe.ces Teilreagenz. , M) 2ur Probe gegeben „~ 

20 beerwert ermittelt wird. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
^eagenz.enKit zur Besting eines Analycen in einer Probe 

erforderlichen Komponenten mindescens eine peroxidische Ver 
bindung zur Bese.tigung oder/und Verminderung von SWrungen 

VoL" 'T m ° bin -den. enthli" 

llZ """—^it "indestens zwei 

raumlrch voneinander getrennten Teilreagenzien. Ein Teilrea- 

" von Z an thS1C ; 0r2U 9SWei£e ^oxidische verbindung getrennt 
von alien anderen Komponenten. m diesem Teilreagenz kann die 

peroxidische Verbindung in fester ~w , i - ■ 

s tester Oder flussiger Form, z.B. 

als Pulver Oder Tablette Oder auch als stabilisierte LSsung 

.. rea C a.n 3en '- T P " OXi&i ^ Verbindung enthaltende Teil- 
reagenz Wird vor der Durchfuhrung des Tests vorzugsweise mit 
einem weiteren Teilreagenz vermischt. 
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Ein erfindungsgemaSer Reagenzienkit zur Bestimmung von Enzymen 
enthalt vorzuasweise ein erstes die peroxidische Verbindung 
enthaltendes Teilreagenz, ein weiteres mit der peroxidischen 
Verbindung mischbares Teilreagenz und ein separates Reagenz, 
s welches ein chromogenes Farbsubstrat enthalt. 

Ein erfindungsgema&er Reagenzienkit zur Bestimmung von a-Amy- 
lase umfafct vorzugsweise ein erstes Teilreagenz, .welches die 
peroxidische Verbindung enthalt, ein weiteres mit der peroxi- 
10 dischen Verbindung kompatibles Teilreagenz, welches gegebenen- 
falls ein a-Amylase-Hilf senzym wie etwa a-Glucosidase oder/und 
einen Antikorper enthalt, sowie ein weiteres Teilreagenz, das 
ein chromogenes a- Amylasesubstrat , beispielsweise ein oligome- 
res Glucosid enthalt. 

" Ein erfindungsgemafier Reagenzienkit zur Bestimmung von alkali- 
scher Phosphatase umfafct vorzugsweise ein erstes, die peroxi- 
dische Verbindung enthaltendes^ Teilreagenz . Ein weiteres Teil- 
reagenz, welches mit dem ersten Teilreagenz kompatibel ist, 

20 enthalt vorzugsweise einen geeigneten alkalischen Puffer, und 
ein weiteres Teilreagenz, enthalt ein chromogenes Substrat der 
Alkalischen Phosphatase, z.B. einen Phosphatester wie etwa 4- 
Nitrophenylphosphat . 

2S Ein erfindungsgemaSer Reagenzienkit zur Bestimmung von y-Qlv- 
tamyltransferase umfafit vorzugsweise ein erstes, die peroxi- 
dische Verbindung enthaltendes Teilreagenz, ein zweites Teil- 
reagenz, welches einen geeigneten Puffer enthalt, und ein 
weiteres Teilreagenz, das ein chromogenes Substrat der y-GT , 
z.B. L-Y-Glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilid enthalt. 
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Weiterhin soli die vorliegende Erf indung durch die beigefugten 
Abbildungen sowie die nachf olgenden Beispiele erlautert wer- 
den. 



35 

Es zeigen: 



s Abb. 2 
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Abb. l den zeitlichen Verlauf des MeSsignals bei einer Be- 
stimmung von Alkalischer Phosphatase in Proben. mit 
unterschiedlichen Gehalten an Hamoglobinderivat ohne 
Zusatz einer peroxidischen Verbindung; 
den zeitlichen Verlauf des MeSsignals bei einer Be- 
st immung von Alkalischer Phosphatase in Proben mit 
unterschiedlichen Gehalten an Hamoglobinderivat un- 
ter Zusatz einer peroxidischen Verbindung (1-4) bzw. 
den zeitlichen Verlauf des MeSsignals fur eine Leer- 
wertkorrektur (l'-4') ; 

den zeitlichen Verlauf des MeSsignals bei einer o- 
Atnylasebest immung in Proben mit unterschiedlichen 
Gehalten an Hamoglobinderivat ohne Zusatz einer per- 
oxidischen Verbindung; 

die zeitlichen Verlauf des MeSsignals bei einer a- 
Amylase Best immung in Proben mit unterschiedlichen 
Gehalten an Hamoglobinderivat unter Zusatz einer 
peroxidischen Verbindung (1-4) bzw. den zeitlichen 
Verlauf des Signals fur eine Leerwertkorrektur (1'- 



Abb. 



is Abb. 4 
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Abb. 5 



den zeitlichen Verlauf des MeSsignals bei einer Be- 
stimmung von y-GT in Proben mit unterschiedlichen 
Gehaiten an Hamoglobinderivat ohne Zusatz einer per- 
oxidischen Verbindung; 
25 Abb. 6 den zeitlichen Verlauf des MeSsignals bei einer y-GT 
Bestimmung in Proben mit unterschiedlichen Gehalten 
an HB-Derivat unter Zusatz einer peroxidischen Ver- 
bindung (1-7) und 

den zeitlichen Verlauf des Signals fur eine parallel 
zu den Versuchen in Abb. 6 durchgefiihrten Leerwert- 
korrektur (1' -7' ) . 



Abb 
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BEISFISLE 



Bestimmung der Alkaiischen Phosphatase . (AP) in Hamoglobin- 
derivat-haltigem Serum 

1.1. Probenmaterial: 

je 0,4 0 ml eines Humanserumpools werden mit 0,01 - 0,10 ml 
Hamoglobin-Derivat (di-aspirin crosslinked hemoglobin, 
' DClHb' , 10 g/dl; Fa. Baxter) in Stufen von 0,01 ml aufge- 
stockt 'und zun. Volumenausgleich mit 0,9 % NaCl-Losung auf 
jeweils 0,5C mi aufgefullt (DClHb-Konzentration 200 - 2.000 

mg/dl) . 

Als Kontrolle wird eine Mischung von 0,40 ml des selben Serum- 
pools rr.it 0,10 ml 0,9 %iger waBriger NaCl-Losung mitgefvihrt. 

> 1.2. Reagenzien: 

12 1. Alkalische Phosphatase-Grundreagenz (encsprechend Emp- 
fehlung der Deutschen Gesellschaft fur Klinische Chemie) : 

s AP DGKCh (Sys 2-?ackung, Boehringer Mannheim GmbH, Best. -Nr. 1 
662 902); Zusammensetzung : 

Rl: D (-)-N-Methylglucamin-HCl (pH10,i) 610 mmol/1 

0,61 mmol/1 

Mg-Acetat 

85,4 mmol/1 

)0 NaCl 

, . . 122 mmol/1 
R2 : 4-Nitrophenyiphosphat 

1.2.2. Alkalische Phosphatase-Reagenz mit Peroxid-Zusatz : 
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Wie 1.2.1., nur daS zu Rl noch H A zu einer Konzentration von 
147 mmol/1 zugesetzt wird (0,5 mi Perhydrol 30 %ig pro 30 ml 
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Rl) ( H : o,-Endkonzentration im Tesc = 120 mmol/1). 
1.3. Durchftihrung der Bestinanung: 

Die Bestimmung der Alkalischen Phosphatase wurde am Boehringer 
Mannheim/Hitachi 717-Analysenautomat bei 37 c C mic Ger ateein- 
stellungen gemaS der Arbeitsvorschrif t der Packungsbeilage 
durchgefiihrc (5 ,1 Probe, 250 ,1 R1 , 5 0 M l R2 ; Wellenlangen 
700/405 nm; MeGintervall 30. - 38. MeSpunkt) . 

1-4. Ergebnisse: 



1.4.1. Reaktionskinetik (zeitlicher Extinktionsverlauf ) : 

" Abb. 1 zeigt den zeitiichen Extinktionsverlauf im Alkalische 
Phospnatase-Test bei Verwendung des Grundreagenzes (1.2.1) und 
folgender Proben: 



- Kurve 1 
20 - Kurve 2 

- Kurve 3 

- Kurve 4 



0,9 % NaCl (= Reagenzleerwert) 
Serum ohne DClHb 
Serum mit 1.000 mg/dl DClHb 
Serum mit 2.000 mg/dl DClHb 



Zumindest mit dem Serum mit einem DCLHb-Gehalt von 2.000 mg/dl 
2s wird mit ca. 2.3 eine Ausgangsextinktion erreicht, die an der 
photmetrischen Erf assungsgrenze liegt und keine zuverlassige 
Bestimmung der Enzymaktivitat mehr erlaubt . 

Dagegen fuhrt, wie aus Abb. 2 ersichtlich (Zuordnung der Ex- 
30 tinktionsverlaufe zu den verschiedenen Proben wie bei Abb. 1), 
die Anwesenheit von Peroxid in Rl des Alkalische Phosphatase- 
Reagenzes zu einer raschen Absenkung der vom Hamoglobin-Deri- 
vat verursachten Ausgangsextinktion, so da& zu Beginn des Meft- 
intervalls (MeSpunkt 30) auch bei dem auf 2.000 mg/dl mit 
3 5 DClHb aufgestockten Serum eine Anf angsextinktion von weniger 
als 0,2 erreicht wird. Eine der Farbbildung aus dem chromoge- 
nen Substrat im MeSintervall evtl. noch unterlagerte weitere 
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14Pt sl ch durch Mitfuhren eines sepa- 
Htooglobin-Ausbleicnung la* ^ em R2 ( -_ R i aus de* 

raten Berechnung act — 

Grundreagen.) ermittaln una bex der Be ^ 

cat in Korrektur brxngen (Kurven 1 - 



1.4.2 



Alkalische Phosphatase wiea 



X . -x . — ■ 

VJiederf indung der 

In nach.olgender TabeUe f ^JrschiedUchen BClHb- 
10 M engen au4ges,c<*cen P ° „ in R1 versetzten 

AP -Reagenzes auEgeliscet: : 




3S 



ted Systems, Boenrmger Man. 

daS die Wiederf indung der 
Aus der Tabelle i.t « ^"^^^n ^nalysenreagenz 
Alk aliscnen Phosphatase «xt « £ H , moglobin - D erivat erhe- 
mic steigender Probenkonzentrat.cn 
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blich abnimmt. wahr-nd sie nr 

Zusatz auch bei 2 . 000 , g \cL /d T "^^^ - D eroxad 
nun, o hne ,ee rwertkorre L~ ~ *~ SO % (Berecn- 
wertkorrektur) Uegt . ' ' ,Berech ™ng mit Leer- 

"entische Ergebnisse werden auch erhal ts 

an«eu. von DclHb mic den, Hamcc, e K rhalten ' «™ **r Serumpool 
kuiarsr di-ft..^, auf g es t ock C ™ ™ ^ "« intra.de- 

2 ' ^ • wurdan be, Parborac kIJ" 2U3eset " »ird; 

« l/1R1 < E ndk 3n2 a n ; r ;;iri:;:ir i :Ta v : n !4 ' 4 bzw - 28 '° 

» M« e AP- W ieaerf ind u„ g e„ g * messsri ~ : ' ml ^> 



10 



"OLXHb-Gehaft 
(mg/dl) 



20 




102* 



2S 



30 



Mkorrigiert uber Abzug des kin*t-< u 

It chrc^genfJie;^" 6 " 3 ^" Leer " ertS < Ta "- 

SchUeBlich werden auch kein. „ 

setzt wircl. * B * noch Katalase zuge- 



Bestimmung der a-Amyl 



a iuae ravat-haltigem Serum 
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2.1. Probenmaterial : 

Art unc Hcrsceilung s. Bsispiel 1; P 1 1 n k n 1.1. 

2.2. Reagenzien: 

2.2.1. Amylase -Grundreagenz : 

cv-Amyiase EPS liquid (Sys 2-Packung, Boehringer Mannheim GmbH, 
Kat.-Nr. 1555 693); Zusammensetzung : 

Rl: a-Glucosidase a 4 U/ml 

HEPES-Puffer (pH 7,15) 52,5 mmol/1 

NaCl 87 <° mmol/1 

MgCl. 12 ,G mmol/1 

R2: 4 , 6-Ethyliden-G7 PNP 22,0 mmol/1 

HEPES-Puffer (pH 7,15) 52,5 mmol/1 

2.2.2. Amylase -Reagenz mit Peroxid-Zusatz : 

Wie 2.2.1, nur daS Rl noch H 2 0 2 auf eine Konzentration von 147 
mmol/1 zugesetzt wird (0,5 ml Perhydrol 30 %ig pro 30 ml Rl) ( 
H,0 2 -Endkonzentration im Test = 118 mmol/1) . 

2.3. Durchfiihrung der Bestintmung: 

Die Amylase-Bestimmung wurde am Boehringer Mannheim/Hitachi 
717-Analysenautomat bei 37°C mit Gerateeinstellungen gemaS der 
> Arbeitsvorschrift der Packungsbeilage durchgefuhrc (10 ^ 
Probe, 250 /xl Rl, 50 A R2 ; Wellenlangen 700/405 nm; MeSinter- 
vall 40. -50. MeSpunkt) . 

2.4. Ergebnisse: 

S 

2.4.1- Reaktionskinetik (zeitlicher Extinktionsverlauf ) : 
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Abb. 3 zeigt den zeiclichen Extinktionsverlauf im Amylase-Test 
bei Verwendung des Grundreagenzes (2.2.1) und folgenden Pro- 
ben : 



Kurve l: 0,9 % NaCl (= Reagenzleerwert ) 

Kurve 2 : Serum ohne DClHb 

Kurve 3: Serum mit 1.000 mg/dl DClHb 

Kurve 4: Serum mit 2.000 mg/dl DClHb 



io Aus Abb. 3 ist zu ersehen, daS schon bei einer DClHb-Konzen- 
traticn von 1.000 mg/dl im herkommlichen Amylase-Test eine 
Grundextinktion von mehr als 2 erreicht wird, wahrend bei der 
mit DClHb zu 2.000 mg/dl auf gestockten Probe der Mefibereich 
des Photometers uberschritten wird und somit eine Bestimmung 

is der Amylase vollig unmoglich ist. 

Dagegen fiihrt, wie aus Abb. 4 ersichtlich (Zuordung der ver- 
schiedenen Extinkcionsverlauf e zum Probenmaterial wie bei Abb. 
3), der Zusatz von Peroxid zu Rl des Amylase-Reagenzes zu 

20 einer raschen Absenkung der vom Hamoglobin-Derivat verursach- 
ten Ausgangsextinktion, so daS zu Beginn des MeSintervalls 
(MeSpunkt 40) auch bei dem auf 2,000 mg/dl mit DClHb auf ge- 
stockten Serum eine Anf angsextinktion von nur ca. 0,3 erreicht 
wird. Analog der A?-3est immung empfiehlt es sich auch hier, 

25 zur Erfassung einer weiteren Hamoglobin-Ausbleichung im MeS- 
fenster einen separates Reakt ionsansatz mit chromogenf reiem R2 
(= Rl aus dem Grundreagenz) mitzufuhren und bei der Berechnung 
der Amylase-Aktivitat in Korrektur zu bringen (Kurven 1' - 4' 
der Abb. 4) . 

30 

2.4.2. Amylase-Wiederf indung : 

In nachfolgender Tabelle sind die Daten zur Amylase-Wieder- 
findung in dem mit unterschiedlichen DClHb-Mengen aufgestock- 
35 ten Serum-Pool bei Verwendung (a) des herkommlichen Amylase- 
Reagenzes und (b) des gleichen, jedoch mit H 2 0 2 in Rl versetz- 
ten Amylase-Reagenzes aufgelistet: 
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Wiederf mdung Amylase* 



Prooen 
Nr. 



DCIKb-Konzen- 
tration 
(mg/dl i 



Reagenz onne H 2 0 2 -Zusatz 



Reagenz 
2usatz** 



10 



15 



20 



1 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 



U/l 



200 
400 
600 
800 
1.000 
1.200 
1.400 
1.600 
1.800 
2 . 000 



122 
95 
79 
84 

^ 76 
83 
68 
66 
69 
65 
- 13 



(100) 
78 
65 
69 
62 
68 
72 
71 
57 
53 
- 11 



119 

114 

120 

117 

115 

113 

117 

114 

112 

111 

112 



9B 

93 

98 

96 

94 

93 

95 

93 

92 

91 

92 



Calibration der Tests jeweils mit Calibrator for Automa- 
ted Systems, Boehringer Mannheim GmbH, Best. -Nr. 759 350 
**>korrigert uber Abzug des kinetischen Leerwerts (Test- 
ansatz mit chromogenf reiem R2) 

- 5 Aus der Tabelle ist zu ersehen, dafi die Amylase -Wiederf indung 
mit dem herkommlichen Reagenz bei steigender DClHb-Konzentra- 
tion abnimmt und bei 2.000 mg/dl sogar negative Werte er- 
reicht, wahrend sie durch den erf indungsgemafien Peroxid-Zusatz 
immer uber 90 % betfagt . 



30 



im ubrigen gelten die fur die AP-Bestimmung gemachten Aussagen 
analog. 



Ppi spiel 3 : 



35 



Bestimmung aer 7 
derivat-haltigem Serum 



der 7 -Glutamyl-Transferase ly-GT) in Hamoglobin- 
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3.1. Probeninaterial : 

Art unci Hersteliung s. Beispiel 1, Punkt 1.1. 

3.2. Reagenzien: 

3.2.1. 7-GT-Grundreagenz : 

Gamma-GT (Sys 2-Packung, Boehringer Mannheim GmbH, Best. -Nr. 1 
48 9 4 96) ; Zusatnmensetzung: 

Rl: NaOH nc _ 

76 mmol/1 

Glycylglycin 150 mmol/1 

(pH 7,7) 

R2: L-Y-G:utamyl-3-carboxy-4-nitroanilid s mmol/1 Rl 

3.2.2. "y-GT-Reagenz mit Peroxid-Zusatz : 

Wie 3.2.1, nur daS zu Rl noch H 2 0 2 auf eine Konzentration von 
147 mmol/1 gegeben wird (0,5 ml Perhydrol 30 %ig pro 3 0 ml 
Rl) ( H 2 0 2 -Endkonzentration im Test = 116 mmol/1). 

3.3. Durchfiihrung der y-GT-Bestiaunung: 

Die Y-GT-Bestimmung wurde am Boehringer Mannheim/Hitachi 717- 
Analysenautomat bei 37°c mit Gerateeinstellungen gemaS der 
Arbeitsvorschrift der Packungsbeilage durc'hgefuhrt (15 /xl 
Probe, 250 M l Rl , 50 nl R 2; Wellenlangen 660/405 nm; Mefiinter- 
vall 30. - 50 MeSpunkt) . 

3.4. Ergebnisse : 

3.4.1. Reaktionskinetik (zeitlicher Extinktionsverlauf ) : 

Abb. 5 zeigt den zeitlichen Extinktionsverlauf. im y-GT-Test 
bei Verwendung des Grundreagenzes (3.2.1) und folgenden Pro- 
ben: 
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- Kurve 1: 0,9 % NaCl (= Reagenzleerwert) 

- Kurve 2 : Serum ohne DClHb 

Ann ~.- nrlTJV-i/rn 

- Kurve J : berum uuv- -jwu ..i^ . 

- Kurve 4: Serum mit 800 mg DClHb/dl 

- Kurve 5: Serum mit 1.200 mg DClHb/dl 

- Kurve 6: Serum mit 1.600 mg DClHb/dl 

- Kurve 7: Serum mit 2.000 mg DClHb/dl 

Aus Abb 5 ist zu ersehen, dafi schon bei einer DClHb-Konzen- 
, tration von 800 mg/dl im herkommlichen -y-GT-Test eine Grund- 
extirktion von mehr als 2 erreicht wird, wahrend bei den mit 
DClHb auf mehr als 1.600 mg/dl auf gestockten Proben der Mefcbe- 
reich des Photometers uberschritten wird und somit von vor- 
neherein keine Bestimmung der 7-GT mehr moglich ist. 

5 nagegen fuhrt, wie aus Abb. 6 ersichtlich (Zuordnung der Ex- 
tinktionsverlaufe zu den verschiedenen Proben vie bex Abb. 5) . 
die Anwesenheit von Peroxid in Rl des 7 -GT-Reagenzes zu emer 
raschen Absenkung der vom Hamoglobin-Derivat verursachten Aus- 

!0 gangsextinktion, so da, zu Beginn des MeSintervalls (Mefcpunkt 
30) auch bei dem auf 2.000 mg/dl mit DClHb auf gestockten Serum 
eine Anfangsext miction von nur knapp mehr als 1 erreicht wird. 

Der dem von der Umsetzung des chromogenen Substrats herruhren- 
25 den Farbsignal noch unterlagerte weitere Hamoglobin-Ausblei- 
cheffekt lafit sich auch hier, analog Beispielen 1 und 2 in 
einem parallels Testansatz mit H 2 0 2 -haltigem Rl und nut Rl des 
Grundreagenzes als chromogenf reiem R2 ermitteln (Kurven 1 - 
7' der Abb. 7, und bei der Berechnung fur die ,-GT-Wiederf in- 
30 dung berucJcsichtigen. 

2.4.2. y-GT-Wiederf indung: 

in nachfolgender TabeUe sind die Daten zur ,-GT-wiederf indung 
„ in dam mi, uncerschiedlichen DCiHb-Mengen aufgestocKten S.n»- 
Pool bai verwendung (a) des h.rtft-li<*« ,-GT-Reagenzes und 
(b , des .ic H,0, in Rl versatzten 7 -GT-Reagenzes aurgeUstet: 
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Wieaerfindung v-GT* 


Proben- 
Nr. 


DClHb-Kon- 


Reagenz ohne H : 0 : - 


Reagenz nut H,o,- 


zentration 






Zusatz** 






(mg/di) 














U/l 


* 


u/l 


% 


1 


0 


53,3 


(100) 


52,3 


98 


2 


200 


31,9 


60 


49,6 


93 


3 


400 


17,0 


32 


48,2 


90 


4 


600 


" 1,7 


- 3 


4 9,8 




5 


800 


- 9,1 


- 17 


48, 5 


91 


6 


1.000 


- 24,8 


- 47 


48,1 


90 


7 


1.200 


- 30,0 


- 56 


49,4 


93 


8 


1.400 


- 30,1 


- 56 


51,9 


97 


9 


1.600 


- 9,5 


- 18 


51,8 


97 


10 


1.800 


- 10,4 


- 19 


50,0 


94 


11 


2 . 000 


- 10,3 


- 19 


50,8 


95 



10 



15 



20 



*)Kalibration rier Tests jewe-ils mit Calibrator for Automa- 
ted Systems, Boehringer Mannheim GmbH, Best. -Nr. 759 350 
**)korrigert (iber Abzug des kinetischen Leerwerts (Test- 
ansatz mit chromogenf reiem R2) 



Aus der Tabelle ist zu ersehen, daS die Y-GT-Wiederf indung mit 
2 s dem herkommlichen Reagenz mit steigender DClHb-Kcnzentration 
sehr schnell absinkt und bereits ab 600 mg/dl sogar negative 
Werte annimmt, wahrend sie beim Reagenz mit dem erfindungs- 
gemafien Peroxid-Zusatz immer a 90 H betragt . 

30 Beziiglich der Ergebnisse mit dem Hamoglobinderivat der Fa. 
Somatogen, dem Einsatz von Natrium- Perborat anstelle von H 2 0 2 
sowie dem fakultativen Zusatz von Katalase zu R2 gelten im 
ubrigen diefiir die AP-Bestimmung gemachten Angaben analog. 
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10 



15 



20 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Beseitigung oder/und Verminderung von Sto- 
rung en, die durch Anwesenheit von freiem Hamoglobin her- 
vorgerufen werden, bei der Bestimmung eines Analyten in 
einer Probe durch optische Messung, 

dadurch gekennzeichnet r 

dafi man dem zur Bestimmung des Analyten verwendeten Rea- 
genz oder einem Teil davon eine oder mehrere peroxidische 
Verbindungen zusetzt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man anorganische peroxidische Verbindungen verwendet . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die peroxidischen Verbindungen ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus H 2 0 2 und Perboraten. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1-3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die optische Messung bei mindestens einer MeSwel- 
lenlange durchfiihrt, bei der Hamoglobin eine Absorption 
auf weist . 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS man die optische Messung bei MeSwellenlangen von 380- 
450 nm oder/und 520-590 nm durchfiihrt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man einen Analyten bestimmt, ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus a- Amylase, Alkalischer Phosphatase 
und y-Glutamyl-Transf erase . 



30 
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5 

8. 

10 

9. 

15 
20 

11 . 

25 

12. 

30 

13 . 



Verfahren nach einem der Anspruche 1-6, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi die Endkonzentration der peroxidischen Verbindungen 
im Testansatz 1 - 500 mmol/1 bezogen auf den Gehalt an 
0 2 2 ~ betragt. 

Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Endkonzentration 5 - 200 mmol/1 betragt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1-8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Einwirkungszeit der peroxidischen Verbindungen 
auf die Probe vor der Messung mindestens 1 Minute be- 
tragt . 

Verfahren nach einem der Anspruche 1-9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Bestitnmung als Mehr-Schritt-Test durchgefuhrt 
wird, v/obei der Probe mindestens zwei Teilreagenzien zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten zugesetzt werden. 

Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die peroxidischen Verbindungen mit dem ersten Teil- 
reagenz zugesetzt werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1-11, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man eine Probe bestimmt, die ein Blutersatzmittel 
enthalt . 

Verfahren nach einem der Anspruche 1-12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Bestimmung an einer Serum- oder Plasmaprobe 
durchgefuhrt wird. 



10 



PCT/EP97/03750 

WO 98/02570 

- 21 - 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-13, 
dadurch gekennzeichnet, 

— - n.^^mmnnq in einem Analyseautomaten durch- 

f (ihrt . 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man das bei der Analytenbestimmung erhaltene Mefisi- 
gnal einer Leerwertkorrektur unterzieht. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man vom MeSsignal den kinetischen Leerwert abzieht. 

» 17. Reagenzienkit zur Bestimmung eines Analyten in einer 
Probe durch optische Messung, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS er neben den zur Analytbestimmung erf orderlichen 
Komponenten mindestens eine peroxidische Verbindung zur 
Beseitigung oder/und Verminderung von Storungen, die 
durch freies Hamoglobin hervorgerufen werden. enthalt. 

18. Reagenzienkit nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS er aus mindestens zwei raumlich voneinander getrenn- 
ten Teilreagenzien besteht, wobei ein Teilreagenz die 
peroxidische Verbindung und das oder die anderen Teilrea- 
genzien weitere Testkomponenten enthalten. 

Reagenzienkit nach Anspruch 17 oder 18, zur Bestimmung 
von a- Amylase, umfassend ein erstes Teilreagenz, das exne 
peroxidische Verbindung enthalt, ein zweites Teilreagenz, 
das einen geeigneten Puffer und gegebenenf alls ein a-Amy- 
lase-Hilfsenzym oder/und einen Antik6rper enthalt, und 
ein weiteres Teilreagenz, das ein chromogenes a-Amyla- 
sesubstrat enthalt. 
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Reagenzienkit nach Anspruch 17 oder 18, zur Bestimmung 
von Alkalischer Phosphatase, umfassend ein erstes Teil- 
reagenz, das eine peroxidische Verbindung enthalt, ein 
zweites Teiireagenz, das einen geeigneten Puffer enthalt 
und ein weiteres Teiireagenz, das ein chromogenes Sub- 
strat der Alkalischen Phosphatase enthalt. 

Reagenzienkit nach Anspruch 17 oder 18 zur Bestimmung von 
Y-Glutamyl- Transferase, umfassend ein erstes Teiireagenz, 
io das eine peroxidische Verbindung enthalt, ein zweites 

Teiireagenz, das einen geeigneten Puffer enthalt und ein 
weiteres Teiireagenz, das ein chromogenes Substrat der y- 
Glutamyl-Transf erase enthalt. 

is 22. Verwendung von peroxidischen Verbindungen zur Beseitigung 
oder /und Verminderung von Storungen, die durch freies 
Hamoglobin hervorgeruf en werden, bei der Bestimmung eines 
Analyten in einer Probe. 
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A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C 12Q1/40 C12Q1/42 C1201/00 C12Q1/48 



Nacn der ■niej-nalionaten Paienik<a$s*'iHai'on itPtO o3<v n^cn oer nationaien Klassilikanon und deriPK 



Recherchiener Mindeslprufsloft tKiass'inancnssvstem una Klassitikalonssymbole » 

IPK 6 C120 G01N 



Rechercmen* aDer mcht zum MindestDfuisiort genorenae Verottenttienungen. soweii dieseuntar die racnerenierlenGebiete fallen 



Wahrendderirternatwnaten Recnercne korsuweri* eteMromsche OatsnoanK (Name der Oatenbank und evil, verwendete Sucnoegntte) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorte' 



Bezetchnung der v^offentfccnung sowa«i edorderiich umer Angabe der in Betrachtkommenden Telle 



Betr Anspruch Nr 



EP 0 693 552 A {JOHNSON & JOHNSON CLIN 

DIAG) 24.Januar 1996 

siehe Anspruche 1 , 16 

siehe Seite 3. Zeile 43 - Zeile 44 

siehe Seite 6. Zeile 26 - Zeile 28 

WO 90 02202 A (CETUS CORP) 8.Marz 1990 

siehe Anspruche 1-18,50,57 

siehe Seite 4, Zeile 16 - Zeile 30 

siehe Seite 5. Zeile 5 - Seite 6, Zeile 9 

siehe Seite 17, Zeile 8 - Zeile 26 

W0 86 07462 A { AMERSHAM INT PLC) 

18.Dezember 1986 

siehe Anspruche 1.5.7-9 

siehe Seite 3. Zeile 35 - Seite 5 f Zeile 
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Weitere Verortanllichungen arna oar Fonsetzung von Fe*d C iu 
entnehmen 



Siehe Anhang PatenttamiHe 



" Besonaere Kategonen von angegeoenen verottentticnungen 
"A" Verbtlentltchung. die den altgememen Stand dor Technik defintert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 



"E" 



al teres Ookument. das fedoch erst am oder nach dam internationaien 
Anmeidedalum verotlentlicht worden ist 



"L" Veroffenthchung, die geeignet ist. emen Pnoritatsanspruch zweiteihart er- 
scheinen zu Lassen, Oder durcrt die das verottentttcnungsdatum einer 
anderen tm Rechercnenbenctit genannren Verottentiichung belegt weroen 
sotl Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (w* 
atisgetuhrt) 

"O" Veroffentlicnung, die stch auf eine mu none no Otianbarung, 

eine Benutzung, eine Aussletlung ocer andere Maflnahmen beztent 

"P" Verbffentticnung. die vor dam internationaien Anmeldedatum, aber nacn 
dem bean sprue htan P no mats datum verolentlichtworden ist 



T" Spatere Verottentiichung. dw nach dem internationaien Anmewedatum 
Oder dem Prtontatsdatum veroftentlicht worden ist und mit der 
Anme Wung mcht kollidterl, sondem nur zum Verstandrws des der 
Ertindung zugrundehegenden Pnnztps Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theone angegeben tst 

"X" VeroHentl (Chung von besonderer Bedeutung; die beanspiuchte Ertindung 
kann allem aufgrund dieser Verottentiichung ntcht ats neu Oder aut 
ertindenscher Tatigkeit beruhend betrachtel worden 

*Y" Verottentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Ertindung 
kann mcht ats auf ertindenscher T aligned benjhend betrachtet 
warden, wenn die Verotlentbchung mtUiner Oder mehreren anderen 
Verotfenttichungen dieser Kategone in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbmdung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"4" Veroftentttchung, die Mitgtied dersolbenPatentfamitte ist 
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